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Diinnschichtchromatographisches Nachweisverfahren zur Charakterisierung 
von Barbituraten mit Doppelbindungen in der C-5-Seitenkette 

Die allgemein gebr~tuchlichen chromatographischen Nachweisverfahren fiir 
Barbiturate:  Quecksilber(I)-nitratl6sung (BXlJI~LER und Mitarb. 1; DEINI•GER°), 
Zwikker- bzw. Murexid-Reaktion (STAHL 14) geben keinen Aufschluss iiber die Natur 
der an C-5 vorliegenden Substituenten; es handelt sich vielmehr um Gruppenreak- 
tionen (FRAHM~). 

Zum Nachweis von Barbituraten mit Doppelbindungen in der C-5-Seitenkette 
sind o.I % bzw. 0.05 % Kaliumpermanganatl6sungen angewandt worden (CHRISTEn- 
SEN und Mitarb.a; LEHMANN und Mitarb.9; SUNSKINE und Mitarb35). Bromhaltige 
Barbiturs~.urederivate k6nnen mit Wasserstoffsuperoxid/Fluorescein-Reagens charak- 
terisiert werden (WEICHSELI°). 

Wit fanden bei der DC von Barbituraten, dass die Verbindungen dieser Stoff- 
gruppe, welche unges~ttigte Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen in der Seitenkette 
aufweiseI1, mit  Fluorescein sichtbar gemacht werden, wenn das Chrornatogramm vor- 
her mit N-Bromsuecinimid behandelt worden ist. 

Material und Methode 
Die verwendeten Chemikalien stammten v o n d e r  Fa. E. Merck AG (Darmstadt) 

und waren yon der Qualit~tt "Zur Analyse". N-Bromsuccinimid wurde v o n d e r  Fa. 
Theodor Schuchert GmbH & Co. (Miinchen) bezogen. 

Die Diinnschichtplatten (GrSsse 200 × 200 ram) wurden nach dem Standard- 
verfahren nach STAHL 14 rnit Kieselgel G beschichtet. 

Zmn Auftragen der SubstanzlSsungen benutzten wir eine graduierte Mikro- 
pipette mit einem Fassungsvolumen von IO ~1 (Einteilung: I ~1). Die Substanzen 
waren in Chloroform oder in Chloroform-Methanol-Gemisch gel6st; die L6sungen 
enthielten 5/~g Substanz pro/A. 

Fiir die Betrachtung der Chromatogramme im U.V.-Licht verwendeten wit eine 
Camag-Universal-U.V.-Lampe; die Auswertung erfolgte im langwelligen Ultraviolett. 

Fliessmittel: Chloroform-Aceton (9 ° :IO) (BXIIMLER und Mitarb.1). 

Nachweis 
Spri~hlSsung I. o.4 g N-Bromsuccinimid werden in IOO ml Eisessig gel6st. 
SpriihlSsung 2. o.oi g Fluorescein werden in IOO m196%igem fi~thanol gelSst. 
Vorgang. Die Plat ten werden mit der Sprfihl5sung I durchfeuchtet und dann 

IO Min. auf 12o ° erhitzt. Nach Abkiihlen der Platten werden diese mit der Sprtih- 
16sung 2 bespriiht. Die Auswertung erfolgt bei Tageslicht und im langwelligen Ultra° 
violett. 

Beim Bespriihen des Chromatogramms mit der FluoresceinlSsung fS.rbt sich die 
Platte rosarot, w~ihrend die Substanzen als weisse Flecke mit einem rosaroten Rand 
zu sehen sind; wenn das Chromatogramm sofort nach dem Besprtihen mit LSsung 2 
im U.V.-Licht betrachtet  wird, sieht man die Substanzen als tiefblaue Flecke auf 
gelbem Grund. Nach etwa 20 Min. sind die Substanzflecke intensiv gelb gef~irbt und 

J. Chromatog., 4 ° (I969) 182-185 



NOTES 

TABELLE I 

R E A K T I O N  D E R  U N T E R S U C H T E N  B A R B I T U R A T E  U N D  T H I O B A R B I T U R A T E  MIT DGM 

N - B R O M S U G G I N I M I D / F L U O R E S C E I N - R E A G  E N S  

I83 

Synonyma a Systematischer Name Reaktion mit 
N-Bromsuecinimid/ 
tVluorescein-Reagens 

Alloarbital 
Alphenal 
Amobarbital 
Aprobarbital 
Axeen 
Barbital 
Brallobarbital 
Butalbital 
Buthalital 
Butobarbital 
Cyclobarbital 
Cyclopal 
N,N'-Dimethylnealbarbital 
Dormovit 
Eldoral "Heyden" 
gunarcon 
Hebaral 
Heptabarbum 
Hexobarbital 
Idobutal 
Inactin 
iKalypnon 
Metharbital 
Methohexital 

N-Methylnealbarbital 
Methytphenobarbital 
Narconumal 
Nealbarbital 
Noctal 
Pentobarbital 
Pernocton 
Phenobarbital 
Probarbital 
Profundol 
Propal 
!Reposal "Novo" 
Rutonal 
Secbutabarbital 
Secobarbital 
Sigmodal 
Thiopental 
Thiotyr 
Vinylbitalum 

5,5-Diallyl-barbitursiure positiv 
5- .A. llyl-5-phenyl-barbitursiure positiv 
5-Athyl-5-isopentyl-barbiturs~iure negativ 
5 -Allyl~5-isopropyl-barbitursiure positiv 
5-Allyl-5 - (fl-hydroxypropyl) -barbiturs~iure positiv 
5, 5-Diithyl-barbitursiure negativ 
5-Allyl-5-(2-bromallyl )-barbitursiiure positiv 
5 -Allyl-5-isobutyl-barbitursiure positiv 
5-Allyl- 5 -isobutyl-2-thiobarbitursiure positiv 
5 -Nthyl "5 -butyl-barbitursiure negativ 
5-Kthyl-5-(i-cyclohexenyl)-barbitursiure positiv 
5-Allyl-5-(2-cyclopentenyl)-barbitursiure positiv 
5-Altyl-5-neopentyl-I,3-dimethyl-barbitursiure positiv 
5-Furfuryl-5-isopropyl-barbitursiure positiv 
5 -2~thyl-5-piperidino-barbitursiure positiv 
5 - (fl-Bromallyl)-5 -isopropyl- I-methyl-barbitursiure positiv 
5 -~-thyl-5 -hexyl-barbiturs~iure negativ 
5-Athyl-5-(i-cycloheptenyl)-barbitursiure positiv 
5-Methyl-5-(I-cyclohexenyl)- I-methyl-barbitursiure positiv 
5 -Allyb5 -butyl-barbiturs~iure positiv 
5-Nthyl-5 -sek.-butyl-2 -thiobarbiturs/iure positiv 
5 -Athyl-5-crotyl-barbitursiure positiv 
5,5 -Diithyl-I-methyl-barbitursiure negativ 
¢¢-(~)-5-Allyl-5-(I-methyl-2-pentinyl)-I-methyl- 

barbiturs~iure positiv 
5-Allyl-5-neopentyl-I-methyl-barbitursiure positiv 
5--&th yl-5 -phenyl- i-methyl-barbitursiure negativ 
5-Allyl-5-isopropyl-I-methyl-barbiturs~ure positiv 
5 -Allyl-5 -neopentyl-barbiturs~iure positiv 
5-(/~-Bromallyl)-5-isopropyl-barbitursiure positiv 
5-Athyl-5-(i-methylbutyl)-barbiturs~ure negativ 
5-(fl-]3romallyl)-5-sek.-butyl-barbitursiure positiv 
5-Nthyl-5-phenyl-barbitursiure negativ 
5 -Athyl-5-isopropyl-barbitursiure negativ 
5-Allyl-5-seh.-butyl-barbiturs~iure positiv 
5,5-Dipropyl-barbitursiure negativ 
5-Kthyl-5-bicyclo-(3,2, i)-2-octen-3-yl-barbitursiure positiv 
5-Methyl-5 -phenyl-barbiturs~iure negativ 
5-A-thyt-5-sek.-butyl-barbitursiure negativ 
5-Allyl-5-(I-methylbutyl)-barbitursiure positiv 
5-(fl-Bromallyl)-5-(I-methylbutyl)-barbiturs~ure positiv 
5 -24.thyl-5 - (z-methylbutyl)-2-thiobarbitursS~ure positiv 
5,5 -Diithyt-2-thiobarbitursiure positiv 
5 -Vinyl-5 - (I-methylbutyl) -barbiturs~iure positiv 

a Soweit wie m6glich wurden die yon der Weltgesundheitsorganisation empfoblenen Freinamen 
gewXhlt (NEGWERn). 
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der Untergrund tiefblau; am Tageslicht dagegen erscheinen sie als rosarote Flecke auf 
weissem Untergrund. Die Substanzflecke sind noch nach einigen Stunden sichtbar. 

Ergebnisse und Diskussion 
Wir untersuchten 43 Barbitursiiurederivate (darunter vier Thiobarbiturate); 

sie sind in Tabelle I aufgefiitlrt. Es zeigte sich, dass alle Substanzen dieser Verbin- 
dungsgruppe, die unges~ttigte C-C-Bindungen in der C-5-Seitenkette aufweisen 
(alken-, allyl-, bromallyl-, cycloolefin- oder vinylsubstituierte Derivate) mit N-Brom- 
succinimid/Fluorescein-Reagens nachweisbar sind. Sie k6nnen auf diese Weise ein- 
deutig yon den 5,5-Dialkyl- und 5-Alkyl-5-aryl-barbituraten unterschieden werden, 
die mit diesem Nachweisreagens keine Flecke ergeben. Die Derivate Dormovit (5- 
Isopropyl-5-furfuryl-barbiturs~iure) und Eldoral-"Heyden" (5-Athyl-5-piperidino- 
barbiturs~iure) verhalten sich wie dieVerbindungen mit olefinischen Doppelbindungen 
in der C-5-Seitenkette. 

Mit dem N-Bromsuccinimid/Fluorescein-Reagens k6nnen weniger als 5 /~g 
Substanz nachgewiesen werden. 

Die Thiobarbiturate ergeben schon bei der Behandlung des Chromatogramms 
mit der Spriihl6sung I eine gelbe his gelbbraune F~irbung. Nach Bespriihen der Platte 
mit L6sung 2 zeigen auch die 5,5-dialkylierten Thioverbindungen Inactin,Thiopental 
und Thiotyr die Reaktion der Barbiturs~uren, die einen Substituenten mit unges~it- 
tigter C-C-Bindung haben. 

Auch andere Arzneistoffe, die nicht zu den Barbituraten geh6ren, k6nnen mit 
dem N-Bromsuccinimid/Fluorescein-Reagens nactlgewiesen werden. Hierzu geh6ren 
die Derivate des Nicotins~iureamids (Bilamid, Lytosin, Nicethamid und Nicotinamid), 
die Purine (Coffein, Theobromin und Theophyllin), die Pyrazolone (Aminophenazon, 
Antipyrinaldehyd, Isopyrin, Jodopyrin und Phenazon), die Acetanilidderivate (Anti- 
febrin, Lactophenin, Paracetamol und Phenacetin), sowie die Wirkstoffe Salicylamid, 
Persedon, Methaqualon und Ethinamate. Nach Cook 5 werden auch die schwefel- 
haltigen Insektizide der Gruppe der Phosphors~iureester mit einer Fluoresceinl6sung 
in I/IO N Natronlauge sichtbar gemacht, wenn man das Chromatogramm vorher mit 
einer L6sung von N-Bromsuccinimid in Methylchloroform behandelt. Weiterhin be- 
nutzen PoPov UND GADEBA 12 das N-Bromsuccinimid/Fluorescein-Reagens zum Nach- 
weis von Vulkanisationsbeschleunigern ; sie verwenden es in fast derselben Zusammen- 
setzung wie wir zur Charakterisierung der Barbiturate mit olefinischen Doppel- 
bindungen in der C-5-Seitenkette. 

Unsere Untersuchungen zeigten ferner, dass die Bromureide (Bromisoval und 
Carbromal), die Hydantoine (Mephenytoin, Pesomin und Phenytoin), die Urethane 
(Meprobamat und Phenprobamatum), sowie die Stoffe Bemegride, Methyprylon und 
Glutethimide mit dem N-Bromsuccinimid/Fluorescein-Reagens nicht nachgewiesen 
werden k6nnen. 

Das Reagens zur Charakterisierung yon unges~tttigten C-C-Bindungen in der 
C-5-Seitenkette yon Barbituraten wird nur in Verbindung mit den ffir diese Sub- 
stanzen allgemein t~blichen Nachweismethoden angewandt. Fiir eine sinnvolle An- 
wendung des N-Bromsuccinimid/Fluorescein-Reagens ist es unerl~tsslich die Spezi- 
fit~tt des Barbituratnachweises mit dem jeweiligen Spriihreagens zu kennen. Nach 
chromatographischer Trennung wird der fragliehe Stoff zuerst mit einem ftir Barbi- 
turate gebrS.uchlichen Nachweisreagens bespriiht. Beim positiven Barbituratnachweis 
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wird ein zweites Chromatogramm mit dem N-Bromsuccinimid/Fluorescein-Reagens 
behandelt, urn festzustellen, ob die untersuchte Verbindung unges/ittigte C-C- 
Bindungen aufweist. 

Das N-Bromsuccinimid/Fluorescein-Reagens haben wir bei der Untersuchung 
yon biologischem Material auf die Stoffwechselprodukte yon bromallylsubstituierten 
Barbituraten bei Vergiftungen angewandt; diese Barbiturs/iurederivate werden im 
K6rper in die 5-Acetonylderivate tiberftihrt (BoEDECKER und Mitarb.~, a; HALBERKANN 
and Mitarb.S; LIJDWlGI°). Sowohl das Bromallyl- als auch das Acetonylderivat kann 
mit der Quecksilber(I)-nitratl6sung angef~rbt werden, w~hrend mit dem N-Brom- 
suceinimid/Fluorescein-Reagens nur die Verbindungen mit dem Bromallylrest im 
Molektil naehweisbar sind; somit k6nnen die Abbauprodukte von den unveriinderten 
Bromallylderivaten schnell differenziert und die durch die pr~iparative DC isolierten 
Metabolite vor der I.R.-Untersuchung auf ihre Reinheit geprtift werden. Mit dem 
Quecksilber(I)-nitratreagens sind Spuren yore unver~inderten Bromallylderivat in 
der Metabolitfraktion schwer feststellbar, w/thrend mit dem N-Bromsuccinimid/ 
Fluorescein-Reagens diese auf einfache Weise nachgewiesen werden k6nnen. 

Wegen der grossen Zahl der in pharmazeutischen Pr~tparaten anzutreffenden 
Barbituratkombinationen dtirfte--wie SAHLI und Mitarb. 13 erw/ihnten--kaum ein 
Fliessmittel zu finden sein, das eine vollst~tndige Trennung s~mtlicher Barbiturate 
erlaubt. Das N-Bromsuccinimid/Fluorescein-Reagens erleichtert die Suche nach 
einem unbekannten Barbiturat  erheblich, indem es wertvolle Hinweise ftir den Aus- 
sehluss zablreicber Verbindungen dieser Gruppe liefert. Daher stellt dieses Reagens 
in der chemisch-toxikologischen Praxis ein wertvolles Hilfsmittel dar. 

f nstitut fi~r Gerichtliche Medizin der Universiti~t Bonn, 
Stiftsplatz z2, 53 Bonn (Deutschland) 
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